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摘要 中 肠 是 家 蚕 的 消化 器 官 ， 也 是 抵御 外 界 病 源 入 侵 的 生理 屏障 。 为 克隆 和 鉴定 新 的 家 看 中 肠 特 
FEIT, KAFA RT-PCR 检测 家 蚕 组 织 特异 表达 候选 基因 BmP56 的 表达 特性 ， 发 现 其 只 在 中 肠 
组 织 表 达 。 进 一 步 克隆 该 基因 上 游 调控 序列 P56， 构 建 由 该 序列 驱动 红色 荧光 有 蛋白 基因 DsRed 表达 
的 转基因 载体 pPBac[P56DsRedSV40，3xP3EGFP]， 经 显 微 注 射 和 荧光 筛选 获得 转基因 家 蚕 。 表 达 分 
析 显 示 ， 报 告 基 因 DsRed 只 在 转基因 家 蚕 中 肠 组 织 表达 ， 与 BmP56 的 表达 特征 一 致 ， 说 明 克 隆 的 上 
游 调 控 序 列 P56 是 有 活性 的 家 蛋 中 肠 特异 启动 子 。 
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Abstract The midgut is not only a digestive organ, but also a physiological barrier against invasive 
pathogens in silkworm, Bombyx mori. To clone and identify a novel midgut-specific promoter in silkworm, we 
first detected the expression characteristics of a candidate gene BmP356 of tissue-specific expression by 
RT-PCR, and found that it midgut-specifically expressed. Furthermore, we cloned its upstream regulatory 
region P56, and constructed a transgenic vector pBac[P56DsRedSV40, 3xP3EGFP] of the expression of red 
fluorescence protein gene DsRed drived by the upstream regulatory region P56. By the way of microinjection 
and fluorescence screening, we finally obtained the transgenic silkworm. The expression detection showed that 
the reporter gene DsRed only expressed in the midgut of transgenic silkworm, in consistent with the expression 
mode of BmP56, indicating that the upstream regulatory region P56 is an active, midgut-specifcally expressed 


promoter in silkworm. 
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是 家 笃 的 消化 器 官 ， 也 是 病原 入 侵 和 蛋 体 的 一 道生 理 屏 障 , 陆 改 、 蒋 亮 等 人 将 家 和 蛋 中 肠 特 异 
启动 子 BnAPN 和 P2 与 家 春 免 疫 抗 性 研究 相 结合 0 , 为 借助 启动 子 选 育 高 抗 病 和 蛋品 种 提供 
了 参考 。 

为 元 隆 新 的 家 看 中 肠 特 异 启动 子 ， 本 研究 在 进一步 分 析 家 看 基因 忌 片 数据 名 的 基础 上 ， 
利用 PCR 和 转基因 技术 鉴定 家 看 中 肠 特异 表达 候选 基因 BmP56 的 上 游 调控 序列 P56, 以 期 
获得 新 的 中 肠 特 异 启动 子 。 功 能 注释 BmP56 是 一 个 编码 几 丁 质 去 乙酰 化 酶 的 基因 ， 钟 晓 武 
等 人 曾 通 过 蛋白 质谱 在 家 春 中 肠 围 食 膜 中 鉴定 到 几 个 几 丁 质 去 乙酰 化 酶 1, 家 看 中 该 酶 的 
启动 子 还 未 见报 道 。 上 游 调控 序列 P56 的 鉴定 ， 可 为 家 看 人 免疫 应 答 和 抗 病 育 种 研究 提供 新 
的 工具 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


供 试 家 等 品种 为 大 造 P30。 质 粒 pBac[3xP3DsRed]、pBac[3xP3EGFP] 和 辅助 质粒 由 
本 实验 室 保存 或 构建 。Asc I WA NEB, LA Taq, Nco I Ñ BamHI 购 自 宝 生物 工程 有 限 
公司 , pEASY-Tlsimple、TransZol Up Plus RNA Kit, TransScript II One-Step gDNA Removal 
and cDNA Synthesis SuperMix J/J Ej TransGen Biotech o 2K 4 2 B] 2H Zh d RU d DSL Fr us si 
E SilkDB 数据 库 Chttp://silkworm.genomics.org.cn/) 112, 
1.2 方法 
1.2.1 BmP56 基因 的 组 织 表 达 特 征 分 析 

抽 提 家 看 各 组 织 RNA， 反 转录 为 EDNA。 以 此 cDNA 为 模板 ， 利 用 引物 BmP56-F 和 
BmP56-R CE 1) 进行 PCR 扩 增 ， 检 测 BmP56 基因 在 家 盔 各 组 织 中 的 表达 情况 。 


表 1 引物 列表 
Table 1 Primers used in this study 
Primer type Primer name Primer sequence (5'-3') 
Pri . BmP56-F CCTGGAGGATTACGAG 
rimers for expression 
analysis of BmP56 BmP56-R TTACTGTCCAAGCGGATTTCCTACC 
Primers for upètream P56-F1 CCATGGATTTCCGCCGTGAAGCAG 
sequence of BmP56 P56-R1 GGATCCGCGATATTCGGAATCTTTG 
Primers for upstream P56-F2 GGCGCGCCAGGGTGGGGTAGCCGTTGTAAC 
regulatory sequence of 
Bmp56 P56-R2 CGTTCTTGGAGGAGCGCACCATCGCGATATTCGGAATCTTTGATCG 
, DsRedSV40-F GATTCCGAATATCGCGATGGTGCGCTCCTCCAAGAACG 
Primers for 
DsRedS V40 fragment DsRedSV40-R CTAGGCGCGCCGTACGCGTATCG 
Primier {or expression SV40-R CCTCTACAAATGTGGTATGGC 


analysis of DsRed 


1.2.2 ”克隆 BmP56 的 上 游 调控 序列 P56 

提取 家 大 基因 组 DNA， 以 基因 组 DNA 为 模板 ， 利 用 上 下 游 引 物 P56-F1 和 P56-R1 
进行 PCR 扩 增 ， 扩 增 条 件 为 : 94C 预 变性 4min，94C 变 性 30s... 52/03B/K 30s, 72°C 4E 
伸 2min 共 30 个 循环 ，72C 终 延伸 10min，4C 保存 。PCR 产物 经 切 胶 回收 ， 与 
pEASY-T1simple 连接 ， 克 隆 并 测序 验证 。 以 此 工 克隆 质粒 为 模板 ， 用 引物 P56-F2 和 
P56-R2 扩 增 P56 片段 ， 回 收 备用 。 
1.2.3 ”转基因 载体 的 构建 

设计 DsRedSV40 片段 特异 引物 DsRedSV40-F 和 DsRedSV40-R ， 以 
pBac[3xP3DsRed] 质 粒 为 模板 ， 进 行 PCR HI, PCR 条 件 为 : 94C 预 变性 3min，94C 变 
性 30s, 53 CBK 308、72C 延 伸 Imin 共 30 个 循环 ，72'C 终 延伸 10min, 4'C f£. d 


PCR 产物 进行 凝 胶 回 收 。 

将 P56 和 DsRedSV40 回收 产物 混合 作为 模板 ， 利 用 引物 P56-F 和 DsRedSVA0-R 进 
行 搭桥 PCR, PCR 条 件 为 : 94C 预 变性 3min, 94'C ZEE 308、50C 退 火 lmin、72C 延 伸 
3min 共 35 个 循环 ，72C 终 延伸 10min, 4'C f& f£. PCR 产物 经 切 胶 回 收 后 与 
pEASY-Tlsimple 载体 进行 连接 ， 获 得 T-PS6DsRedSV40. 

用 Asc 工 酶 切 T-P56DsRedSV40 质粒 ， 回 收 P56DsRedSV40 片段 ， 与 经 同样 酶 切 并 
去 磷酸 化 处 理 的 载体 pBac[3xP3EGFP] 进 行 连接 , 构建 pBac[P56DsRedSV40, 3xP3EGFP] 
转基因 载体 (图 1) 。 


3xP3 EGFP 


SV40 


pBac[P56DsRedSV40, 3xP3EGFP] 


DsRed 


piggyBacL 


1 pBac[PS6DsRedSV40，3xP3EGFP] 转 基因 表达 载体 示意 图 
Fig. 1 Schematic diagram of the transgenic vector pBac[P56DsRedSV40, 3xP3EGFP] 


1.2.4. 显 微 注 射 及 荧光 筛选 

提取 pBac[P56DsRedSV40，3xP3EGFP] 质 粒 ， 与 辅助 质粒 以 1: 1 摩尔 比 混合 ， 显 
微 注 射 家 等 早 期 胚胎 一 。 将 处 理 后 的 答 卵 于 标准 条 件 下 催 青 直 至 孵化 。 孵 化 的 蚁 答 CGO 
代 ) 正常 状态 下 饲养 至 化 蛾 ， 使 看 蛾 交配 产 卵 ， 获 得 GI 代 蛾 图 。 获 得 的 G1 代 蛾 圈 置 于 
荧光 显微镜 下 观察 ， 选 择 阳性 个 体 进一步 饲养 并 观察 。 
1.2.5 DsRed 的 表达 检测 

在 5 龄 中 期 时 , 取 转 基因 家 看 及 非 转 基因 家 春 的 中 肠 组 织 及 非 中 肠 组 织 , 液 氮 冷 冻 ， 
依照 TransZol Up Plus RNA Kit 说 明 书 分 别提 取 RNA. 将 RNA 反 转 录 合 成 cDNA， 利 用 
引物 DsRedSV40-F 和 SV40-R (LÆ 1) 进 行 PCR 扩 增 ， 扩 增 条 件 为 : 94C 预 变性 3min, 
94C 变 性 30s、55'C 退 火 30s, 72/C Efl Imin 共 30 个 循环 ，72'C 终 延伸 10min, 4'C f 
存 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1. 中 肠 特异 表达 基因 的 鉴定 
MAS TEREEE AAN Me UB BmP36 E HH SURE RE E E] K 
进一步 ， 分 析 该 基因 在 家 看 5 龄 3 天 各 组 织 中 的 表达 情况 时 ， 发 现 该 基因 只 在 中 
肠 组 织 中 有 表达 (图 3) 。 


120000 - 


100000 上 
80000 上 
60000 上 


40000 上 il BmP56 


20000 r E] BmP58 


3 wb QE MGE GM GE E 093 3 0€ OE LIEU 
E g Es M RS AN e e M M yÝ Kd g 


2 ”家蚕 基 因 芯 片 中 3 个 中 肠 特 异 表 达 候 选 基因 的 表达 轮廓 


Fig. 2 The expression profile of three midgut-specifically expressed candidate genes in silkworm gene microarray 
T: testis; O: ovary; H-F: female head; H-M: male head; F-F: female fat body; F-M: male fat body; I-F: female integument; I-M: male 
integument; Mi-F: female midgut; Mi-M: male midgut; He-F: female hemocyte; He-M: male hemocyte; Ma-F: female malpighian tube; Ma-M: 
male malpighian tube; A/M-F: female anterior and middle silkgland; A/M-M: male anterior and middle silkgland; P-F: female posterior silkgland; 
P-M: male posterior silkgland. 


M 14 2 3$ 4 5 6 T7 $8 9 10 1! 12 


BmP56 


RpL3 


3 BmP56 在 不 同 组 织 中 的 表达 
Fig. 3 Expression profile of BmP56 in different tissues 
M: DNA marker; 1: testis; 2: ovary; 3: fat body; 4: integument; 5: midgut; 6: hemocyte; 7: malpighian tube; 8: anterior silkgland; 9:middle silkgland; 
10: posterior silkgland; 11: trachea; 12:head. 


2.2 上 游 调 控 序 列 P56 的 克隆 
以 家 大 基因 组 DNA 为 模板 扩 增 BmP56 的 上 游 调 控 序 列 P56， 经 克隆 和 质粒 酶 切 检 
， 发 现 1000 5 2000 之 间 的 酶 切 条 带 ， 与 目的 片段 大 小 一 致 〈 图 4) ， 测序 验 证 正确 ， 


月 和 | 


即 成 功 克 隆 BmP56 的 上 游 调控 序列 P56。 
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图 4 T-Ps6 酶 切 验证 
Fig.4 The digested map of T-P56 by restriction enzyme 
M: trans2K plus II DNA marker; 1: The digested result of T-P56; 2: The control of plasmid T-P56. 


2.3 转基因 家 笃 的 获得 

为 克隆 家 看 新 的 中 肠 特异 启动 子 , 首先 构建 由 上 游 调控 序列 P56 驱动 DsRed 表达 的 
转基因 载体 pBac[P56DsRedSV40，3xP3EGFP]。 将 载体 注入 家 大 早期 胚胎 ， 共 注射 300 
Ti. GO 代 孵 出 155 涉 。 经 正常 饲养 至 化 蛾 ， 交 配制 种 ， 获 得 G1 代 看 卵 ， 在 胚胎 期 筛选 
出 7 个 阳性 蛾 圈 ， 共 86 个 阳性 个 体 。 

将 G1 代 阳 性 个 体 继续 饲养 至 化 峨 。 蛾 期 问 光 观察 ， 发 现 只 在 转基因 蚕 蛾 眼 部 有 绿 
色 荧 光 ， 非 转基因 等 蛾 眼 部 没有 绿色 荧光 〈 图 5) ， 取 眼 部 有 绿色 荧光 的 转基因 等 蛾 交 
配制 G2 代 种 。 
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非 转基因 


转基因 


图 5 转基因 阳性 个 体 的 荧光 观察 


Fig.5 The fluorescent observation of transgenic silkworm 


2.4. 报告 基因 DsRed 表达 检测 

为 验证 上 游 调控 序列 P56 的 调控 能 力 及 特性 , 我 们 检测 了 报告 基因 DsRed 分 别 在 转 
基因 及 非 转基因 家 等 中 肠 和 剩余 组 织 中 的 表达 情况 。 结 果 如 图 6 所 示 ，DsRed 只 在 转 基 
因 家 看 中 肠 组 织 中 有 表达 ， 而 在 转基因 家 符 剩 余 组 织 、 非 转基因 家 和 蛋 中 肠 组 织 及 非 转 基 
因 家 等 剩 余 组 织 中 均 未 检测 到 DsRed 的 表达 , 说 明 上 游 调控 序列 P56 能 够 驱动 外 源 基因 
在 家 和 奎 中 肠 组 织 中 特异 表达 。 
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6 DsRed 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 


Fig.6 The expression profile of DsRed in different tissues 
M: trans2K plus II DNA marker; 1: midgut tissue of transgenic silkworm; 2: mixed tissues of transgenic silkworm except of midgut; 3: midgut tissue of 
non-transgenic silkworm; 4: mixed tissue of non-transgenic silkworm except of midgut. 


ChinaXiv 合 作 其 


3 讨论 


ZERRI, ARMEER DRET. HADÉ, BAHH, AFIAP 


肠 围 食 膜 感 染 上 皮 细 胞 。 中 肠 是 家 蛋 抵 御 病 原 入 侵 的 第 一 道生 理 屏 障 ， 也 是 家 蛋 先 天 免 
疫 应 答 及 抗 病 研究 的 重要 靶 器 官 ” ”。 家 看 不 同 组织 中 存在 一 些 特异 表达 的 基因 ， 这 些 
基因 往往 与 该 组 织 生理 功能 相关 "。 中 上 肠 特异 启 动 子 能 控制 外 源 基 因 在 家 盔 中 肠 组 织 
特异 表达 ， 辅 助 提高 家 人 蛋 的 抗 病 能 力 ， 为 中 肠 生理 功能 和 免疫 抗 性 研究 提供 分 子 工 具 。 


本 研究 鉴定 了 1 个 新 的 家 蛋 中 肠 特异 表达 基因 BmP56， 同 时 验证 了 该 基因 启动 子 


P56 可 驱动 外 源 基因 在 家 看 中 肠 组 织 特 异 表达 。 本 研究 结果 ， 为 家 蛋 免 疫 抗 性 及 中 肠 生 
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理 功 能 研究 提供 新 的 理论 基础 。 下 一 步 ， 我 们 可 利用 该 启动 子 构建 新 的 实用 蛋品 种 ， 以 
便 择 优选 择 具有 更 高 抗 性 的 家 等 品 种 ， 用 于 等 业 生产 。 
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